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1 UVOD 
 
Enterokoki so fakultativno anaerobni, po Gramu pozitivni koki. To so redni komenzali 
prebavil in ustne votline ljudi (Teixeira in sod., 2007). Enterokoki lahko pri ljudeh 
povzročijo številne bolezni, kot so okužba sečil, bakteriemija, endokarditis in peritonitis ter 
okužbo ran, zlasti v bolnišničnem okolju, kjer je prisotna tudi velika odpornost proti 
antibiotikiom (Hunt, 1998). Kljub temu ima Enterococcus faecalis možne koristi za zdravje 
ljudi in se trenutno uporablja kot starterska kultura pri več prehrambenih izdelkih in kot 
probiotik. Ti organizmi se uporabljajo v tradicionalnih sredozemskih sirih in drugih 
fermentiranih živilih, kot so klobase, olive in zelenjava. Poleg tega so enterokoki uporabljeni 
kot probiotiki za izboljšanje črevesnega mikrobnega ravnovesja. E. faecalis je pogost 
mikroorganizem, ki se nahaja v ustni votlini in je povezan z različnimi oblikami 
periradikularnih bolezni, vključno s primarnimi in sekundarnimi endodontskimi okužbami. 
V nekaterih primerih so odkrili, da je E. faecalis edini organizem, ki je prisoten v koreninah 
zob s periradikularnimi lezijami (Rôças in sod., 2004).  
Sev E. faecalis Symbioflor 1 je bil izoliran v 50-ih letih 20. stoletja iz vzorca blata zdrave 
odrasle osebe in se že več kot 50 let uporablja kot dodatek v probiotikih brez kakršnega koli 
poročila ali dokumentacije okužbe. Na podlagi toksikoloških študij je bilo dokazano, da je 
sev varen in ga je mogoče uporabiti za neposredno uporabo pri človeku (Christoffersen in 
sod., 2012).  
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1.1 NAMEN IN CILJI MAGISTRSKEGA DELA 
 
V sklopu magistrske naloge bomo opisali značilnosti planktonskega gojenja seva E. faecalis 
Symbioflor 1. Uporabili bomo različne površine in načine za gojitev biofilma. Morfološko 
bomo opisali biofilme, ki jih v zobnem tkivu tvori sev E. faecalis Symbioflor 1. Nato se 
bomo osredotočili na odstranjevanje biofilma z natrijevim hipokloritom.  
 
Cilji magistrske naloge so:  
 
a) Določiti optimalne pogoje za rast seva E. faecalis Symbioflor 1 v planktonski obliki,  
b) določiti optimalne pogoje za rast biofilma na različnih modelnih površinah (npr. dentin, 
pleksi steklo, navadno objektno steklo, model zobnega kanala), 
c) določiti lastnosti biofilma E. faecalis Symbioflor 1, 
d) preveriti vpliv natrijevega hipoklorita na odstranitev biofilma seva E. faecalis Symbioflor 
1. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
 
Predpostavili smo:  
 
a) Sev E. faecalis Symbioflor 1 ima širok razpon rasti,  
b) sev E. faecalis Symbioflor 1 tvori biofilm na različnih modelnih površinah,  
c) biofilm bo na dentinu, ki predstavlja bolj hrapavo površino, zrastel drugače kot na ostalih 
testnih površinah,   
d) natrijev hipoklorit bo biofilm popolnoma uničil.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ENTEROKOKI  
 
Enterococcus faecalis spada med po Gramu pozitivne koke, ki se lahko pojavljajo kot 
posamezne celice, v parih ali pa v verižicah. Katabolizirajo več energijskih virov z istim 
končnim produktom, ki je mlečna kislina. E. faecalis lahko prestane oksidativni stres, razna 
razkužila, težke kovine, etanol in preživi izsušitve od nekaj tednov do nekaj mesecev (Howie 
in sod. 2008). Raste lahko tudi pri 6,5 % koncentracijah NaCl in v zelo kislih ali alkalnih 
pogojih od pH 4,0 do 9,6 (Facklam in sod., 2002). 
Enterokoki rastejo med 10 °C in 45 °C, preživijo pa tudi pri 60 °C (Nakajo in sod., 2006). 
Prisotni so v veliko različnih okoljih, in sicer v svežih in morskih vodah, sedimentih, tleh, 
vodnih in zemeljskih rastlinah ter v mnogih produktih, vključno z mlečnimi izdelki in 
fermentiranimi živili. Vrsti enterokokov, ki povzročata okužbe pri človeku, sta zlasti E. 
faecalis in Enterococcus faecium (Mundy in sod., 2000). Enterokoki so del običajne 
mikrobiote v mlečnih izdelkih (siri), fermentiranih živilih, klobasah in olivah (Foulquié 
Moreno in sod., 2006). So pomemben dodatek v fermentacijskem procesu določenih 
proizvodov, kjer prispevajo k zorenju in organoleptičnim lastnostim, lipolitskim 
aktivnostim, degradaciji kazeina, izkoriščanju citratov in proizvodnji aromatskih hlapnih 
spojin (Giraffa, 2003). Enterokoki so dodani v probiotike (Teskač in sod., 2008). Proizvajajo 
bakteriocine, ki so antibakterijski peptidi s protimikrobno aktivnostjo. V nasprotju z drugimi 
mlečnokislinskimi bakterijami niso dosegli statusa "splošno priznane kot varne" (GRAS). E. 
faecalis in E. faecium predstavljata problem zaradi virulenčnih dejavnikov in zaradi 
odpornosti proti antibiotikom med kliničnimi sevi (Lepage in sod., 2006). 
 
2.2 ENTEROKOKI V PROBIOTIKIH 
 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki dodani hrani vplivajo tako, da okrepijo črevesni in 
sistemski imunski odgovor ter izboljšajo mikrobno ravnovesje v prebavilih. Na tržišču so 
izdelki, ki vsebujejo mikroorganizme, ki so čimbolj podobni mikrobioti prebavil. Največ je 
predstavnikov rodu Lactobacillus in Bifidobacterium, velikokrat pa so prisotni tudi 
predstavniki rodu Enterococcus. Probiotiki so sposobni tvorbe kratkoverižnih maščobnih 
kislin, ki so prisotne v obliki soli (acetat, butirat in propionat), in ti predstavljajo hranila za 
sluznične celice. Povečujejo absorbcijo vode in vplivajo na tvorbo protein akutne faze in 
interlevkinov. Pomembni so še, ker zasedejo habitat patogenim bakterijam, hkrati pa tudi 
proizvajajo laktat in bakteriocine, kar ustvarja neugodne pogoje za rast drugih bakterij. 
Pomembni pa so tudi za obrambni mehanizem, saj aktivirajo imunske celice proti kroničnim 
okužbam in delujejo protitumorsko. Tržno dostopni probiotiki so neomejeno dostopni 
potrošnikom. Ti izdelki ne smejo predstavljati kakršnegakoli tveganja za uporabnika. 
Proizvajalci morajo zagotoviti ustreznost, varnost in kakovost. Mlečno kislinske bakterije se 
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že dolgo uporabljajo v probiotičnih izdelkih in kljub temu, da so normalno prisotni v črevesni 
mikrobioti, moramo vseeno upoštevati, da gre za živa bitja s spremenljivim genomom. 
Določeni sevi iz rodu Enterococcus pa so bili izolirani v primerih okužb in pri drugih 
zapletih. Na tržišču veljajo merila, standardi, zakonodaja in postopki za preizkušanje 
varnosti probiotikov pred prihodom na tržišče in tudi na samem tržišču. Zaželjeno je, da so 
probiotiki taksonomsko identificirani in ne predstavljajo nevarnosti za patogenost. 
Priporočeno je, da se odkriva znane in nove virulentne dejavnike pri bakterijah, da se 
ugotavlja možne negativne učinke na imunski sistem, da se spremlja preživetje, poselitev, 
fenotipske in genotipske stabilnosti bakterij po peroralnem vnosu (Teskač in sod., 2008).  
 
2.3 VIRULENČNI DEJAVNIKI E. faecalis 
 
Bakterija E. faecalis je bila dolgo časa obravnavana kot medicinsko nepomemben 
organizem, del komenzalne flore z nizko virulenco. Kasneje so začeli bakterijo povezovati 
z endokarditisem, okužbami sečil in drugimi okužbami, povezanimi z zdravstvom. 
Pomembno vlogo ima tudi pri okužbah v zobozdravstu.  
Bakterija kolonizira dentinske stene pod stresnimi pogoji, kot so odsotnost hranil in 
prisotnost endodontskih zdravil. Agregacijske substance, površinske molekule ali na 
fibronektin pripenjajoče molekule pomagajo pri adherenci na dentin, in sicer na gostiteljev 
kolagen tipa 1. Ekstracelularni toksin citolizin lahko povzroči tkivne poškodbe, medtem ko 
bakteriocinu podobni AS-48 inhibirajo rast drugih mikroorganizmov. Lipoteihoična kislina 
lahko k virulenci pripomore posredno z agregacijo. Hialuronidaza pomaga pri širjenju 
bakterije skozi gostiteljevo tkivo. Bakterija izloča tudi proteazi, kot sta želatinaza in serinska 
preoteaza. Želatinaza pripomore k degradaciji dentinskega organskega matriksa, in sicer 
degradira želatin, hemoglobin, fibrinogen, fibronektin, kolagen in komplementne proteine 
ter ima pomembno vlogo pri patogenezi. Serinska proteaza pa cepi peptidne verige in 
pomaga pri vezavi bakterije na sam dentin (Mallick in sod., 2014). 
 
2.4 ENTEROKOKI IN TVORBA BIOFILMOV  
 
Biofilm je populacija celic, ki je pritrjena na različne abiotske in biotske površine in je 
obdana z matriksom iz proteinov, polisaharidov ter nukleinskih kislin. Nastanek biofilma je 
kompleksen proces, ki vključuje pritrjevanje, imobilizacijo na površino, komunikacijo med 
celicami, formacijo mikrokolonij in nastanek zrelega biofilma (Mohamed in Huang, 2007). 
Biofilm omogoča celicam veliko prednosti, in sicer obrambo pred protimikrobnimi zdravili 
(antibiotiki), ker je difuzija v biofilmu slabša in tako težje pride do uničenja celic. 
Pomanjkanje hranil v biofilmu lahko sproži stacionarno fazo, ki pa celice zaščiti bolj kot v 
eksponentni fazi (Dunavant in sod., 2006).  
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Enterokoki so eni najpogostejših izolatov pri periapikalnem parodontitisu. Pritrditev na 
dentinske stene in na druge površine zoba ter produkcija biofilma predstavlja velik problem 
in pomeni tudi do 1000-krat večjo odpornost bakterij na uničenje (Mallick in sod, 2014).  
Za nastanek biofilma je pri enterokokih odgovornih več različnih dejavnikov. Geni, ki naj bi 
bili vpleteni pri formaciji biofilma, so zbrani v Preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Geni, vpleteni pri formaciji biofilma.  
 Gen Protein/funkcija 
epa Glikoziltransferaza; vpletena pri sintezi polisaharidov 
esp Površinski protein; pritrjevanje  
fsrABC Regulator; regulira ekspresijo želatinaze in serinske proteaze 
gelE Želatinaza E; razgradnja želatina, kolagena 
efaA, ace Antigen A, adhezin za kolagen; adhezija  
bopD Transkripcijski regulator; regulacija maltoze 
dltA D-alanin lipoteihočna kislina; agregacija 
 
Adherenčni faktorji, kot so antigen A (efaA), agregacijske substance in adhezin za kolagen 
(ace) so verjetno pomembni pri kolonizaciji prostora korenskega kanala (Sedgley in sod., 
2005). Enterokokni površinski proteini (gen esp) in želatinaza (gen gelE) naj bi spodbujali 
nastanek biofilma in posledično škodovali tkivu okoli konca korena (Zoletti in sod., 2011). 
Mutanta epa kaže manjšo produkcijo biofilma. Gen kodira glikoziltransferazo, ki je 
vključena v polisaharidno sintezo in produkcijo biofilma. Za nastanek biofilma pa je 
pomemben bopD, ki kodira protein, ki ima homologno sekvenco s proteini, odgovornimi za 
regulacijo maltoze, le ta pa tudi vpliva na nastanek biofilma (Mohamed in Huang, 2007). D-
alanin lipoteihojsko kislino kodira gen dltA. Kislina pripomore k močnejšemu negativnemu 
naboju na bakterijski površini in s tem pripomore pri agregaciji. Esp gen kodira protein, ki 
se nahaja na površini. Več člankov razpravlja o tem, da ima ta gen pomembno vlogo pri 
nastanku biofilma in da mutante biofilma ne tvorijo (Toledo-Arana in sod., 2001), medtem 
ko druge študije kažejo nastanek biofilmov brez tega gena. Zaključili so, da gen izboljša 
samo formacijo biofilma, ni pa nujen za njegov nastanek. Prav tako naj bi vplivala na 
nastanek biofilma tudi želatinaza, ki hidrolizira želatin, kolagen in kazein. Želatinaza se 
skupaj s serinsko proteazo nahaja na operonu in je pod vplivom fsr lokusa. Če naredimo 
mutante fsr, pridobimo znatno manj biofilma. Nekateri članki kažejo pomembnost želatinaze 
pri nastanku, medtem ko drugi trdijo, da korelacije ni (Mohamed in Huang,2007). Točne 
vloge želatinaze torej še ne poznajo in še ne vedo natančno, na kakšen način in če sploh 
vpliva na sam nastanek biofilma.  
Pomemben dejavnik za nastanek biofilma pa je vsebnost glukoze v gojišču, saj se tvori več 
biofilma, če je v gojišču prisotne več glukoze (Mohamed in Huang, 2007).  
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2.5 MIKROBIOTA USTNE VOTLINE 
 
V ustih je konstantna vlažnost, ogromno hranil in temperatura okrog 36 °C, kar so dobri 
pogoji za rast različnih mikroorganizmov. V ustih so trde površine (zob) in mehkejše 
(mukozne membrane, ustnice, jezik), ki jih kolonizirajo mikrobi. Mikrobiota ustne votline 
predstavlja heterogen ekološki sistem. Mikrobiota ustne votline je bila okarakterizirana s 
kultivacijo in s od kultivacije neodvisnimi molekularnimi metodami. S kultivacijo je bilo 
izoliranih in poimenovanih okoli 280 bakterijskih vrst. Najpogostejše spadajo med rodove: 
Actinomyces, Lactobacullus, Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Fusobacaterium, 
Propionibacterium propionicum in drugi. Predstavnike rodu Enterococcus zasledimo v 
majhnem številu tudi na sluznici ust, drugače pa so predstavniki normalne flore v prebavilih 
in spolovilih (Dragaš, 1996). Molekularne metode pa temeljijo na kloniranju 16 S rRNA. 
Human Oral Microbiome Database (HOMD) vsebuje nekaj čez 600 različnih vrst, ki so 
razvrščeni v 13 debel: Actinobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Euryarchaeota, 
Fusobacteria, Proteobacteria, Chlamydiae, Chloroflexi, Spirochaetes, SR1, Synergistes, 
Tenericutes in TM7 (Dewhirst in sod., 2010). Novejše raziskave mikrobiote ustne votline so 
predvsem osredotočene na vrste, ki so povezane z boleznimi (zobni karies, gingivitis in 
periodontitis). Za zobne okužbe so najpogosteje krive združbe več mikroorganizmov. 
 Ustna votlina je konstantno spreminjajoč habitat za mikrobe (Xu in sod., 2015). S hrano, 
vodo in rokami lahko prihajajo v ustno votlino mikroorganizmi, ki predstavljajo začasno 
oziroma prehodno mikrobioto. Ti so prisotni le začasno, dokler jih antagonisti ne uničijo. 
Bakterije ali glive pa so lahko v ustih v manjšem številu in zasedejo velika območja zaradi 
uničenja antagonistov normalne flore. To so najpogosteje predstavniki Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas auregionsa in Candida. Mikrobiota se spreminja tekom različnih starostnih 
obdobij človeka. Ob rojstvu otroka je ustna votlina sterilna. Dojenček dobi mikrofloro preko 
porodnega kanala, nato z mlekom, kasneje pa z vodo in hrano. Zelo hitro po rojstvu v usta 
zato že dobimo bakterije E. coli, S. epidermidis, Neiserria, Streptococcus salivarius in 
Candida. S. salivarius prevladuje že v prvih urah po rojstvu. Prvo leto je največ 
streptokokov, ob rasti zob pa se naselijo še Streptococcus mutans, manj Lactobacillus in 
Actinomyces, medtem ko je obligatnih anaerobov zelo malo, ker ni parodontalnih žepov. Pri 
stalnih zobeh so prisotni anaerobni predstavniki, ki jih najdemo v manjšem številu (1 % 
celotne mikrobiote). Gre za treponeme, anaerobne koke, prevotele, kampilobaktre (Dragaš, 
1996).  
 
2.6 ZOB KOT POVRŠINA ZA RAZVOJ BIOFILMA 
 
Zob je sestavljen iz zobne krone in zobne korenine. V notranjosti zoba je zobna pulpa, ki 
zapolnjuje pulpno votlino. Ostala tkiva, ki so del zoba, so sklenina, dentin, zobni cement in 
zobna pulpa (Slika 1) (Hitij, 2011). Sklenina se s staranjem tanjša, cement debeli (Gašperšič 
in Jan, 2003).  
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Slika 1: Sestavni deli zoba (Hitij, 2011).  
Zob je pričvrščen v kost z obzobnimi tkivi. To so zobni cement, pozobnica, alveolna kost in 
dlesen (Slika 1). Zob in obzobna tkiva skupaj sestavljajo zobni organ (Hitij, 2011). 
Sklenina je mineralizirano tkivo in sestoji iz ameloblastov, ki izdelujejo sklenino, še preden 
zob izraste v ustno votlino. Ameloblasti so celice potomke epitelija prvotne ustne votline. 
Ko naredijo sklenino, kasneje propadejo. Sklenina je sestavljena iz 95 % mineralnih snovi, 
4 % vode in 1 % organskih snovi. Mineralne snovi so v obliki kristalov, pretežno v obliki 
kalcijevega hidroksiapatita. V kristalu kalcijevega hidroksiapatita se OH-ioni zamenjajo s 
fluorovimi, tak kristal pa je bolj odporen proti kislinam, zato fluor vsebujejo vse zobne paste 
in ustne vodice (Hitij, 2011).  
Dentin je zelo močno mineralizirano tkivo in tvori večinsko maso zoba. Sestavljen je iz 70 
% mineralnih snovi, 20 % organskih snovi in 10 % vode. Od tega 90 % organskih snovi  
predstavlja kolagen. Dentin ima celice odontoblaste, ki ga sestavljajo in izdelujejo. Telesa 
odontoblastov se nahajajo na dentinski površini, v zobni pulpi, podaljški pa so lahko prisotni 
tudi v dentinskih kanalih. Dentinski kanali so radiarno okrog pulpe. Dentin se sintetizira 
skozi celotno življenje in s tem se manjša del zobne pulpe (Hitij, 2011).  
Zobna pulpa je rahlo vezivno tkivo, ki dopolnjuje pulpno votlino. Ta je sestavljena iz 
pulpnega prekata in koreninskih kanalov. Vsaka korenina ima poleg glavnega še dodatne 
manjše kanale. Zobna pulpa je pomembna, ker z odontoblastmi izdeluje dentin, ga 
prehranjuje, in s tem omogoča obnavljanje. Zaradi prisotnosti živčnih vlaken ima tudi čutilno 
vlogo ter pomembno obrambno vlogo, omogoča pa tudi zapiranje dentinskih kanalov in 
tvorjenje reparativnega dentina ter vnetno-imunski odgovor (Hitij, 2011). 
Zobni cement je mineralizirano tkivo, ki pokriva koreninski dentin. Cement izdelujejo 
cementoblasti (Hitij, 2011). 
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Pozobnica je specializirano vezivno tkivo. V njej so prisotna kolagenska vlakna, ki se na eni 
strani nadaljujejo v dentin, na drugi pa pritrjujejo zob v alveolno kost. V pozobnici je veliko 
mehanoreceptorjev, ki so pomembni pri zaznavanju (Hitij, 2011). 
 
2.7 VNETJE ZOBNE PULPE IN KANALA 
 
Sklenina in dentin sta prvi obrambi, ki varujeta zobno pulpo pred mikroorganizmi in raznimi 
raztopinami ter drugimi spremembami. Zdrava zobna pulpa in periapikalno tkivo sta drugače 
sterilna. Tkivo dentina je odporno proti bakterijski okužbi, tako da v pulpi normalno ni 
bakterij, razen če se razvije zobna gniloba. Zaradi različnih dejavnikov in posledično 
sprememb v dentinskih kanalih pa lahko mikroorganizmi preidejo v dentin in vdrejo v zobno 
pulpo. Najpogostejša je okužba zobne pulpe z bakterijami, ki preidejo skozi sklenino in 
dentin zaradi poškodbe zoba, zaradi raznih posegov na zobeh ter okužbe pri sepsi in 
bakteriemiji. Bakterije preidejo razne odprtine in so tako prisotne v zobni pulpi (Dragaš, 
1996).  
Vnetje zobne pulpe lahko sprožijo tudi produkti bakterij, same bakterije pa lahko vstopijo v 
pulpno votlino kasneje ob poškodbi. Mikroorganizmi, ki povzročijo vnetje zobne pulpe, so 
velikokrat manj virulentni, vendar pa so lahko vzrok vnetja določeni produkti (endotoksini, 
proteaza, kolagenaza), ki pripomorejo k uničenju tkiva. Toksični za pulpo pa so tudi produkti 
bakterijskega metabolizma (amoniak, organske kisline, toksični amini). Ko pride do nekroze 
v pulpi nezdravega zoba, se pojavljajo anaerobi (60 % celotne mikrobiote), zlasti 
Fusobacterium sp., Eubacterium sp. in pa fakultativni anaerobi, kot so Enterococcus sp., 
Staphylococcus sp. Če se ob takšnem vnetju ne ukrepa hitro, se lahko vnetje razširi (Dragaš, 
1996). 
V zobnem kanalu so prisotni predvsem aerobi in fakultativni anaerobi. Ko pride do okužbe, 
se ekologija znotraj kanala spreminja. Spremembe, ki nastanejo med zdravljenjem oziroma 
med odpiranjem zobnega kanala, so vezane na spremembo vsebnosti kisika, pH, ter na 
spremembe zaradi uporabe irigantov. Endodontske okužbe so lahko primarnega in 
sekundarnega izvora. Primarne okužbe so posledica mikroorganizmov ali njihovih 
produktov in rezultirajo v poškodbah tkiva (apikalni periodontitis), sekundarne pa nastanejo 
pri zdravljenju primarnih okužb. Primarne okužbe so polimikrobne – pogosto so vpletene 
bakterije iz rodov Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Eubacterium in 
Campylobacter. Mikroorganizmi, ki so povezani s sekundarnimi okužbami, pa lahko 
preživijo neugodne pogoje (primanjkljaj hranil, visoke vrednosti pH). To so najpogosteje 
enterokoki, laktobacili, aktinomicete in glive iz rodu Candida (Neelakantan in sod., 2017).  
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2.8 ENDODONTSKO ZDRAVLJENJE  
 
Obdelava koreninskih kanalov ali endodontsko zdravljenje se izvaja, kadar je prisotno 
vnetje, nekroza ali okužba zobne pulpe. Zdravljenje je dolgotrajen postopek in sestoji iz 
čiščenja s protimikrobnimi sredstvi in zobozdravstvenimi inštrumenti. Mikroorganizmi so 
lahko prisotni v koreninskem kanalu in so zmožni narediti biofilme, kar še dodatno omeji 
samo zdravljenje. Čiščenje samo z mehansko obdelavo ne uspe odstraniti vseh 
mikroorganizmov iz koreninskih kanalov, zato je potrebno še izpiranje. Uspešnost samega 
zdravljenja in odstranitve iz koreninskih kanalov ni nujno zagotovljena in je posledica 
odstranitve mikroorganizmov. Hkrati je pomembno tudi preprečevanje ponovne okužbe. Z 
izpiranjem se odstrani nekrotično tkivo, mikroorganizme, biofilm. Mehansko obdelovanje 
pomaga pri kemijskem, saj ima učinkovitejšo razgradnjo materiala in odstranitev 
mikroorganizmov. Mikroorganizmi v koreninskem kanalu so lahko v obliki biofilma ali v 
planktonski obliki (prosto plavajoči). Le ti se odstranijo veliko lažje, kot tisti, ki so pritrjeni 
na površino (Samec in Jan, 2015).  
Eden od primarnih organizmov pri neuspelih endodontskih zdravljenjih je E. faecalis. Ta 
bakterija je pri kroničnem apikalnem periodontitisu izolirana v 23–70 %, pogosto pa je 
prisotna v čisti kulturi. Bakterija je odporna proti samim sistemom zdravljenja. Pogosto je 
odporna proti antibiotikom, hkrati pa lahko raste v zelo širokem razponu okoljskih 
dejavnikov, kar ji omogoča dolgoročno preživetje v zobnem kanalu. E. faecalis se lahko 
veže na stene zobnega kanala, se akumulira in organizira v biofilme. V tej obliki je bakterija 
tudi do 1000-krat bolj odporna proti protitelesom, antibiotikom, kot v planktonski obliki 
(Mallick in sod., 2014). 
Dentinski kanali so široki približno od 0,5 do 3,2 µm, dolgi pa do 2 mm, in to predstavlja 
problem za dostopnost irigantov. Difuzija skozi majhne odprte kanale je počasna (Chavez 
de Paz in sod., 2015). Znano je, da E. faecalis kolonizira dentinske kanale. Bakterija 
penetrira v kanale do globine 1483,33 µm pri s hranili bogatih aerobnih pogojih (Kowalski 
in sod., 2006).  
 
2.9 RAZTOPINE ZA IZPIRANJE KORENINSKIH KANALOV  
 
Spiranje koreninskih kanalov pripomore k uspešnosti zdravljenja, zato je poznavanje 
raztopin in njihovega delovanja zelo pomembno. Organizmi v stacionarni fazi rasti so bolj 
odporni na odstranitev kot v rastoči fazi. Celice v fazi stradanja pa imajo maksimalno 
rezistenco proti odstranitvi (Mchugh in sod., 2004).  
Raztopine za izpiranje koreninskih kanalov delimo v skupine: raztopine, sposobne 
razgradnje tkiva (natrijev hipoklorit), protimikrobne raztopine (klorheksidin, natrijev 
hipoklorit, vodikov peroksid, jodova raztopina), kelatorji (etilendiamintetra-ocetna kislina, 
citronska kislina, etidronska kislina) in kombinirani izdelki (MTAD, QMiX, SmearClear, 
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Tetraclean). Kelatorji so pomembni, saj odstranjujejo anorganske snovi. Pogosta izbira za 
odstranitev pa je tudi klorheksidin. Pri nizkih koncentracijah deluje kot bakteriostatik, pri 
visokih pa kot bakteriocid. Veže se na celično steno in povzroči večjo prepustnost, s tem pa 
izločanje celične vsebine. Ima sposobnost vezave na hidroksiapatit – njegova vezava na zob 
je reverzibilna, zato ima lahko podaljšano delovanje v koreninskem kanalu. Pri manjši 
koncentraciji pa na površini zoba tvori plast, ki preprečuje kolonizacijo drugim bakterijam. 
Mešanje klorheksidina in natrijevega hipoklorida ni priporočljivo, saj nastane oborina, ki jo 
je težko odstraniti (Samec in Jan, 2015). 
Natrijev hipoklorit uporabljamo za izpiranje koreninskih kanalov. Dobro razgrajuje 
organsko snov in deluje učinkovito protimikrobno. Uporabljajo ga skozi ves postopek 
mehanskega izpiranja koreninskih kanalov. Z njim odstranimo tudi organsko snov, ki ostane 
zaradi instrumentiranja koreninskih kanalov. Ko pride natrijev hipoklorit v stik z 
beljakovinami, se tvorijo dušik, formaldehid in acetaldehid. Peptidne vezi se pretrgajo, 
beljakovine pa se razgradijo. Prav tako pa deluje tudi na maščobe, in sicer jih pretvori v soli 
maščobnih kislin in glicerol in s tem zmanjša površinsko napetost. Natrijev hipoklorit je 
močna baza (pH > 11). Uporablja se v od 1 do 6 % koncentracijah. Protibakterijska 
učinkovitost je sorazmerna s koncentracijo, vendar pa sama koncentracija vpliva tudi na 
toksičnost. Za pacienta ima neprijeten vonj in okus, zato ga je potrebno sproti odstranjevati. 
Natrijevemu hipokloritu lahko učinkovitost povečujemo tako, da mu večamo vrednost pH, 
temperaturo, in povečujemo delovni čas. V stiku z organsko snovjo se hitro porabi, zato ga 
moramo zamenjati s svežim. 1 % raztopina hipoklorita pri 45 °C je enako učinkovita kot 
5,25 % raztopina hipoklorita pri 20 °C. Natrijev hipoklorit ima širok protimikrobni spekter, 
učinkovito razgradi organsko tkivo. Negativne strani uporabe pa so nesposobnost 
odstranitve anorganskega dela po instrumentiranju, neprijeten okus, toksičnost. Natrijev 
hipoklorit se doda v koreninske kanale in kanal se zapre. Zdravljenje se kasneje dopolnjuje 
s polnjenjem obdelanega korenskega kanala. Z odpiranjem lahko prihaja do infekcij, kar 
vodi do dodatnih zapletov. Zato posledice neuspelega endodontskega zdravljenja pogosto 
škodijo pacientu (Samec in Jan, 2015). Dentin vsebuje kolagen tipa I, kar pomaga pri 
njegovih mehanskih lastnostih. Ko natrijev hipoklorit razgradi dolge peptidne verige, lahko 
to vpliva na mehanske lastnosti dentina. Natrijev hipoklorit lahko glede na eksperimentalne 
modele prodira v dentinske kanalčke, globoke od 77 do 300 μm. Na globino prodiranja 
vplivajo koncentracija, čas in temperatura. Dvig koncentracije z 1 na 6 % dvigne prodor za 
30–50 % (Samec in Jan, 2015). Natrijev hipoklorit je raztopina, ki jo prvo izberejo pri samem 
zdravljenju in jo uporabljajo skozi ves postopek mehanske obdelave koreninskega kanala. 
Ko je kanal dokončno obdelan, ga speremo s kelatorjem (EDTA, citronsko kislino) (Samec 
in Jan, 2015).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI  
 
Pri eksperimentih smo uporabili materiale, ki so navedeni v Preglednicah 2, 3 in 4.  
Preglednica 2: Preglednica z uporabljenimi kemikalijami.  
Kemikalije Proizvajalec 
Natrijev hipoklorit Kemika, Hrvaška 
Etanol Sigma-Aldrich, Nemčija 
Destilirana voda  
Syto 9 Invitrogen, ZDA 
 
Preglednica 3: Preglednica z uporabljenimi materiali.  
Material Proizvajalec 
Sterilni tipsi Eppendorf, Nemčija 
Steklovina Duran, Nemčija 
Petrijeve plošče  Golias, Slovenija 
Sterilne pincete Bastos Viefas, Portugalska 
Mikrobiološke zanke  Goliaz, Slovenija 
Sterilne pincete Bastos Viegas, Portugalska 
Nastavki za pipete Sterilin, Velika Britanija 
Pleksi stekla scootInterlux Röhm, Avstrija 
Predmetna stekla Assistant, Nemčija 
Krovna stekla Brand, Nemčija 
Pipete Brand, Nemčija 
Mikrotitrska plošča Greiner Bio – One, Avstrija 
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Preglednica 4: Preglednica z uporabljenimi napravami.  
Naprava Proizvajalec 
Svetlobni mikroskop Leica, Nemčija 
Inkubator 35–37 °C Kambič, Slovenija 
Tehtnica za gojišča Mettler Toledo, Slovenija 
pH meter Metrohm, Slovenija 
Avtoklav Kambič A-21,Slovenija  
Reometer Anton Paar, Avstrija 
Spektrofotometer Iskra, Slovenija 
Mikroskop Zeiss Axio Observer Z1 
 
3.1.1 Založne raztopine  
 
Za pripravo raztopine za fluorescentno obarvanje smo uporabili barvilo Syto 9 (Invitrogen, 
ZDA). 1 μL 3,34 mM smo dodali 500 μL destilirane vode.  
 
3.1.2 Bakterijski sevi  
 
Pri poskusih smo uporabljali bakterijski sev E. faecalis Symbioflor 1, ki smo ga pridobili od 
SymbioGruppe GmbH & CoKG/Symbiopharm GmbH. 
 
3.1.3 Gojišča  
 
3.1.3.1 Tekoče minimalno gojišče M9  
 
- 100 mL 10 x M9 soli 
- 1 mL 1 M MgSO4 x 7H2O 
- 10 mL 20% glukoze 
- 1 mL 0,1 M CaCl2 
- 1 mL 1M tiamin- HCl x2 H2O 
- 20 mg prolina 
- 900 mL destilirane vode 
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Priprava 10 x M9 soli 
- 60 g Na2HPO4 
- 30 g KH2PO4 
- 5g NaCl 
- 10 g NH4Cl 
Zatehtali smo sestavine in dodali destilirano vodo. Nato smo gojišče premešali in 
avtoklavirali. Gojišče smo do uporabe hranili na sobni temperaturi.  
 
3.1.3.2 Gojišče TSB (Tryptic soy broth) 
 
Zatehtali smo 30 g TSB na 1 liter destilirane vode. Nato smo gojišče premešali, da se je 
raztopilo, in avtoklavirali. Gojišče smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
 
3.1.3.3 Gojišče z glicerolom 
 
- 2,5 g NaCl 
- 60 g glicerola 
- 5 g triptoze 
- 3 g govejega ekstrakta 
- 250 g peptona iz srčne mišice 
- 5g izvlečka želatine 
- do 1L destilirane vode 
Zatehtali smo sestavine in dodali destilirano vodo. Nato smo gojišče premešali in 
avtoklavirali. Do uporabe smo ga hranili na sobni temperaturi.  
 
3.1.3.4 Gojišče Propionibacterium  
 
- 10 g kazein hidrolizata 
- 10 g natrijevega laktata 
- 5 g kvasnega ekstrakta 
- do 1 L destilirane vode 
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Zatehtali smo naštete sestavine in dodali destilirano vodo. Nato smo gojišče premešali in 
avtoklavirali. Do uporabe smo ga hranili na sobni temperaturi.  
3.1.3.5 Gojišče BHI (Brain Heart Infusion Broth) 
Zatehtali smo 37 g BHI na 1 liter destilirane vode. Nato smo gojišče premešali, da se je 
raztopilo, in avtoklavirali. Gojišče smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
 
3.1.3.6 Gojišče Aesculin (Aesculin Bile Azide Broth) 
Zatehtali smo 42,7 g gojišča na 1 liter destilirane vode. Nato smo gojišče premešali, da se je 
raztopilo, in avtoklavirali. Gojišče smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Gojenje bakterije E. faecalis Symbioflor 1 
 
Mikroorganizme smo nacepili na trdnem gojišču YPD do posameznih kolonij. Kulturo smo 
iz trdnega gojišča YPD prenesli s sterilno ezo v 10 mL tekočega gojišča TSB. Gojišča, 
nacepljena s sevom E. faecalis Symbioflor 1, smo čez noč gojili na stresalniku (Vibromix 
40, Tehtnica, Slovenija) pri 200 obratih na minuto pri 37 °C in zjutraj izmerili OD650 med 
1,1 in 1,2.  
 
3.2.2 Določitev rastne krivulje seva E. faecalis Symbioflor 1 
 
Sev smo gojili v različnih gojiščih. 2 % inokulum smo prenesli iz prekonočne kulture v 
različna gojišča (Aesculin, BHI, TSB, M9, Glicerol in gojišče Propionibacterium) in 
preverjali rast v različnih pogojih (nestresana in stresana kultura). Takoj po dodatku 
prekonočne kulture v gojišče smo izmerili optično gostoto pri 650 nm (OD650) na fotometru 
(Photometer MA9510, Iskra, Slovenija) in to določili kot začetni čas. Na podlagi merjenja 
optične gostote v disperziji celic lahko določimo rastno krivuljo celic. Postopek smo 
ponavljali v urnih intervalih do 8 ur stresanja na stresalniku (Vibromix 40, Tehtnica, 
Slovenija) pri 200 obratih na minuto pri 37 °C. Nato smo izmerili optično gostoto še po 24 
h in s pomočjo izmerjenih optičnih gostot pri 650 nm narisali rastne krivulje. Od OD650 
gojišč smo odšteli OD650 kontrole gojišča brez bakterij in tako dobili podatek o dejanski rasti 
celic. Rezultate smo izračunali na podlagi povprečja vrednosti izmerjenih pri treh 
ponovitvah vsakega poskusa. 
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3.2.3 Določitev optimalnih pogojev za rast seva E. faecalis Symbioflor 1 
 
Najprej smo preverili optimalno temperaturo za rast. 2 % inokulum smo prenesli iz 
prekonočne kulture v mikrotitrsko ploščico z 12 luknjami. V luknjah je bilo po 2 ml gojišča 
BHI. Nato smo mikrotitrske ploščice inkubirali pri različnih temperaturah (6, 28, 37, 42, 50, 
52, 54, 55 in 58 °C). Plošč nismo stresali. Naslednji dan smo po 24 h izmerili absorbanco 
pri 650 nm, odšteli OD650 kontrole in na podlagi rezultatov sklepali o najbolj optimalni 
temperaturi rasti.  
Nato smo preverili vpliv slanosti. Pripravili smo različne koncentracije NaCl. V mikrotitrske 
ploščice smo prenesli 2 mL pripravljene koncentracije (1-10 % NaCl), zmešane z gojiščem 
BHI, dodali 2 % inokulum prekonočne kulture in inkubirali pri 37 °C 24 ur brez stresanja 
ter gledali vpliv slanosti na rast. Od rezultatov smo odšteli OD650 kontrole.  
Naslednji dejavnik, ki smo ga spremljali, je bil pH. Gledali smo rast pri zelo kislem in 
alkalnem območju. Gojišču BHI smo dodali 1M KOH in 1M HCl in nato mešanico zapufrali, 
da smo ohranili pH vrednost. Merili smo pH vrednosti med 3 in 13. Po avtoklaviranju smo 
ponovno preverili, če ni prišlo med avtoklaviranjem do spremembe same vrednosti. Nato 
smo 2 ml pripravljenemu gojišču BHI z ustrezno pH vrednostjo dodali 2 % inokulum 
prekonočne kulture in inkubirali na 37 °C 24 ur brez stresanja. Od rezultatov smo odšteli 
OD650 kontrole. 
Naslednji dejavnik, ki smo ga spremljali, je bila rast pod anaerobnimi pogoji. V 2 steklenički 
smo dodali 10 ml gojišča TSB in 2 % inokulum prekonočne kulture. V eni steklenički smo 
menjali atmosfero, in sicer smo namesto kisika dodali dušik in s tem ustvarili anaerobne 
pogoje. Nato smo inkubirali na 37 °C 24 ur na stresalniku. Od rezultatov smo odšteli OD650 
kontrole. 
Rezultate smo izračunali na podlagi povprečja vrednosti izmerjenih pri treh ponovitvah 
vsakega poskusa. 
Pri vseh teh pogojih smo še rast in nastajanje biofilmov spremljali z reometrom. Nanesli smo 
680 μL kulture in spremljali potek krivulje. Rotacijski reometer določa viskoznost na podlagi 
vrtenja dveh vzporednih plošč, med katerima je vzorec. Merjenje z reometrom je potekalo 
tako, da smo najprej odlili gojišče iz petrijevk. Biofilm smo s pipetnim nastavkom prenesli 
na reometer in pomerili vzorec z merilnim sistemom CP-25. Vsi testi so potekali pri 25 (± 
0,01) °C v treh ponovitvah. Opravili smo viskoznostni test. Na začetku je bila strižna sila 
0,1 inverznih sekund, nato pa smo nastavili logaritemsko povečanje, dokler ni dosegla 1000 
inverznih sekund. Prvo točko smo pomerili po 180 sekundah, nato pa je sledilo logaritemsko 
padanje časa med naslednjimi točkami. Čas med zadnjima dvema točkama je bil 2 sekundi. 
Rezultat je bila krivulja, ki je prikazala logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma 
strižne hitrosti. Nato smo opravili še oscilacijski test. Začetna deformacija je predstavljala 
0,01 %, nato pa se je logaritemsko povečevala vse do 100 %. Prva točka na krivulji se je 
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pojavila po 180 sekundah, nato pa je čas med posameznimi točkami logaritemsko padal. Čas 
med zadnjima dvema točkama je bil 2 sekundi. Kot rezultat smo dobili krivulji logaritma 
elastičnega in viskoznega modula v odvisnosti od logaritma deformacije. Na grafu pa 
opazimo še faktor dušenja tan , ki je količnik med viskoznim in elastičnim modulom. 
Rezultat smo izračunali na podlagi povprečja treh ponovitev merjenja. 
 
3.2.4 Testne površine  
 
- Navadna objektna stekelca (Deltalab, Španija), 
- pleksi steklo (polimetilmetakrilat) (Pleksiglass GS, Interlux Röhm), 
- dentin (Stomatološka klinika, Ljubljana), rezine z debelino 0,7 mm, 
- model zobnega kanala, sestavljen iz predmetnih stekel (Deltalab, Španija) in objektnih 
stekel (Deltalab, Španija). 
 
Model zobnega kanala, ki je shematsko prikazan na Sliki 2, smo pripravili tako, da smo na 
objektno stekelce nanesli dve krovni stekelci velikosti 20 x 20 mm in debeline med 0,16 in 
0,19 mm. Vmes smo med krovnikoma pustili režo, dolgo približno okrog 4 mm. Nato smo 
na ti dve krovni stekelci nanesli še dodatno krovno stekelce iste velikosti in debeline ter tako 
ustvarili kanal, v katerega smo nanašali prekonočno kulturo. Za preprečitev izhlapevanja 
smo na konec kanala nanesli prozoren lak za nohte.  
 
 3 
                                                      2 
                         1 4 
   
Slika 2: Model zobnega kanala (1,2,3 – krovno stekelce, 4 – predmetno stekelce). 
 
Zob so na Stomatološki kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani (Center za 
zobne bolezni in endodontijo) narezali na rezine, debele med 0,7 mm in 1,0 mm. Skice rezin, 
ki smo jih pregledovali, so prikazane na Slikah 3 in 4. 
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Slika 3: Prikaz rezanja rezin zoba, ki smo jih uporabljali pri delu (University of Leeds, 2019). 
 
 
Slika 4: Prečni prerez zoba (slika desno). Pod točko e je sklenina, pod v pulpni prekat, c predstavlja cement, d 
pa dentin (Baker,1892). 
 
3.2.5 Obdelava in sterilizacija testnih površin 
 
Preden smo površine uporabili, smo jih dobro očistili z 70 % etanolom in sterilno 
deionizirano vodo. Najprej smo jih 10 min pustili v sami raztopini 70 % etanola in jih nato 
pomočili v sterilno deionizirano vodo in jih položili v sterilno petrijevko. Kot kontrolo 
sterilnosti etanola smo več površinam, obdelanih po tem postopku, dodali tekoče gojišče 
BHI in naslednji dan pregledali morebitno rast.  
 
  
Hudej L. Preučevanje biofilma bakterije Enterococcus faecalis Symbioflor 1 na modelnih zobnih površinah.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
18 
3.2.6 Postopek sedimentiranja bakterij na površino  
 
Na testno površino smo z avtomatsko pipeto nanesli prekonočno kulturo (količina je bila 
odvisna od velikosti površine) in nato zaprli petrijevko ter počakali 1 uro, da so se 
mikroorganizmi sedimentirali na površino. Na stekelca smo dodali 700 μL prekonočne 
bakterijske kulture, na dentin in v model zobnega kanala pa smo dodali 10 μL prekonočne 
bakterijske kulture.  
 
3.2.7 Spiranje s fiziološko raztopino 
 
Površino, na kateri smo gojili biofilme, smo po inkubaciji in pred vsako analizo sprali v 
sterilni posodi s fiziološko vodo, da smo sprali celice, ki se niso vezale na površino in 
morebitne ostanke gojišča, ki bi motili samo analizo. Površino z biofilmi smo potopili s 
sterilno pinceto v posodo s sterilno fiziološko raztopino, posodo zaprli in jo rahlo obračali, 
da smo s tem rahlo mešali in odstranili nevezane snovi.  
 
3.2.8 Spiranje z natrijevim hipokloritom  
 
Površino, na kateri smo gojili biofilme, smo po spiranju s fiziološko raztopino spirali še s 5 
% natrijevim hipokloritom in s tem preverjali samo učinkovitost raztopine na odstranitev 
celic. Površino z gojenimi biofilmi smo za 1 minuto potopili v sterilno posodo s 5 % 
raztopino natrijevega hipoklorita in nato rahlo obračali posodo, da smo s tem omogočili rahlo 
mešanje in delovanje učinkovine na biofilme, nato pa smo opravili analizo pod 
mikroskopom.  
 
3.2.9 Mikroskopiranje in analiza slik 
 
Nastanek biofilmov smo pregledali s pomočjo navadnega svetlobnega mikroskopa in s 
pomočjo invertnega mikroskopa Axio Observer Z1 (Zeiss, Gottingen, Nemčija). Pod 
svetlobnim mikroskopom smo opazovali površine, ki smo jih najprej fiksirali z visoko 
temperaturo, in sicer smo s sterilno pinceto trikrat prenesli površino za dve sekundi čez 
prižgan gorilnik. Nato smo površino 2 minuti barvali s kristal vijolično raztopino. Po 2 
minutah smo kristal vijolično sprali s sterilno deionoizirano vodo in pustili, da se je površina 
posušila. Nato smo površino opazovali pod svetlobnim mikroskopom. Preparate smo gledali 
tudi s kontrastno tehniko diferenčnega interferenčnega kontrasta (DIC) in s fluorescenčno 
kontrastno tehniko z uporabo Syto 9 barvila v konfokalnem načinu. Na testirano površino 
smo dodali 1 µl barvila Syto 9 in nato pričeli z mikroskopiranjem. Uporabili smo 20x, 63x 
in 100x objektiv (Zeiss, Nemčija). Slike smo analizirali s programom Image J (NIH, ZDA). 
Sliki smo ob potrebi za boljšo vidnost spremenili kontrast z aplikacijo Gamma in jo shranili 
v obliki jpg. 
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3.2.1.0 Pokritost površine z bakterijami 
 
Pokritost površine z biofilmi smo izračunali po enačbi 
  𝑵 (%) = (
𝐧∗𝐏𝐛
𝐏𝐝
) ∗ 𝟏𝟎,                    …(1) 
kjer je n št. bakterij na površini, Pb površina bakterij, Pd velikost površine vidnega polja in 
N (%) delež pritrjenih bakterij. Površino vidnega polja in število bakterij smo pridobili s 
pomočjo programa FIJI, kjer smo z aplikacijo Find Maxima dobili podatke za izračun števila 
bakterij na vidno površino. Aplikacija nam omogoča hitrejše štetje celic na vidno polje, in 
sicer sami določimo natančnost štetja oziroma kontroliramo, kaj program izbere kot celice s 
parametrom Noise tolerance. Velikost vidnega polja samodejno dobimo, če datoteko 
odpremo v različici czi. Površino bakterij pa smo izračunali po enačbi za površino, s čimer 
smo določili povprečni polmer bakterijske celice, ki je znašal 0,8 μm. Izbrali smo več 
različnih delov površine, izračunali pokritost in nato izračunali povprečje ter to izrazili kot 
rezultat. Delež pritrjenih bakterij smo določili tako, da smo upoštevali celice polmera 0,8 
μm eno ob drugi čez celotno površino in to določili kot 100 %.  
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4 REZULTATI  
 
4.1 RAST PLANKTONSKE OBLIKE E. faecalis Symbioflor 1 
 
Sliki 5 in 6 prikazujeta rast seva E. faecalis Symbioflor 1 pri stresanju in brez stresanja 
bakterijske kulture. Rast celic smo določili z merjenjem OD650 v različnih časovnih 
intervalih, s čimer smo določili rastno krivuljo celic. Med rastjo se je gojišče zamotnilo, kar 
je bil prvi pokazatelj rasti. Primerjali smo rast v gojiščih z različnim virom ogljika.  
 
 
Slika 5: Rastna krivulja za stresano kulturo E. faecalis Symbioflor 1 v različnih gojiščih.  
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Slika 6: Rastna krivulja za nestresano kulturo E. faecalis Symbioflor 1 v različnih gojiščih.   
 
Rezultati se nekoliko razlikujejo glede na stresanje ali nestresanje bakterijske kulture. Pri 
pogojih, kjer smo kulturo stresali, dobimo višje vrednosti optične gostote in krajše lag faze. 
Npr. v gojišču BHI je stresana kultura dosegla OD650 1,4, medtem ko je pri pogojih, kjer 
nismo stresali, dosegla OD650 1,0. Rast je bila najnižja v gojišču M9. Najvišje vrednosti 
optične gostote ne glede na stresanje opazimo pri gojiščih BHI in Aesculin. V gojišču z 
dodanim aeskulinom se gojišče med rastjo bakterij rodu Enterococcus obarva črno, kar je 
lahko razlog za povišane vrednosti OD. Ker nismo mogli direktno korelirati optične gostote 
s koncentracijo bakterij, smo gojišče Aesculin v nadaljnjih eksperimentih izločili. Pri gojišču 
Propionibacterium bakterije rastejo, vendar ne dosežejo visoke optične gostote (OD650 0,4-
0,5), pri gojišču Glicerol pa opazimo zakasnitev začetka celične rasti (zamik lag faze) pri 
obeh primerih (stresanje in ne stresanje). Začetek rasti je opazen šele po 7 urah, vendar je 
nato po 24 urah inkubacije s stresanjem OD650 narastel do 1,3, v pogojih, kjer nismo stresali, 
pa skoraj za polovico manj. Pri gojišču TSB je stacionarna faza nastopila pri pogojih brez 
stresanja po 7 urah, pri pogojih, kjer smo stresali, pa po 6 urah – dosežene optične gostote 
so bile nekoliko nižje kot pri gojiščih BHI in Aesculin. Za nadaljnje poskuse smo uporabili 
gojišče BHI. 
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4.2 DEJAVNIKI OKOLJA 
 
 
Slika 7: Vpliv različnih dejavnikov na rast seva E. faecalis Symbioflor 1. Na sliki 7A vidimo vpliv 
temperature, na sliki 7B vidimo vpliv pH, na sliki 7C vpliv slanosti in na sliki 7D vpliv aeriranosti.  
 
 
Na sliki 7A je prikazana rast seva pri različnih temperaturah. Opazimo 3 kardinalne točke. 
Minimalna temperatura, pri kateri sev še raste, je 6 °C, optimalna temperatura za rast je 42 
°C, maksimalna temperatura, pri kateri preživi, pa je 55 °C. Na sliki 7B je prikazana rast pri 
različnih pH vrednostih. Bakterije navadno rastejo pri razponu pH vrednosti do 5 enot. Ta 
sev pa ima razpon še višji in raste v razponu pH vrednosti med pH 5 in 12. Prav tako je na 
tem grafu možno opaziti 3 kardinalne točke (slika 7B). Najnižji pH, pri katerem še opazimo 
rast, je 5, najbolj optimalno raste pri 7, maksimalni pH za rast pa je 12. Na sliki 7C je 
prikazan odziv seva na spremembo slanosti. Sev dobro raste v slanem okolju. Opazimo sicer 
zmanjšanje rasti z višanjem koncentracije soli. Maksimalna slanost, kjer sev E. faecalis 
Symbioflor 1 še raste, je 10 %. Vpliv kisika na rast je prikazan na sliki 7D. V steklenički s 
kisikom smo izmerili vrednost OD650 1,1, v steklenički z menjano atmosfero (prisotnost 
dušika in odsotnost kisika) pa OD650 0,9. Ti rezultati nakazujejo, da gre za fakultativni 
anaerobni organizem, ki lahko raste tudi v anaerobnih pogojih, vendar bolje raste v pogojih 
s kisikom.  
Hudej L. Preučevanje biofilma bakterije Enterococcus faecalis Symbioflor 1 na modelnih zobnih površinah.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
23 
4.3 VISKOZNOST BAKTERIJSKE SUSPENZIJE 
 
V gojišču BHI se je po določenem času pri inkubiranju na 37 °C (večinoma že drugi dan) 
pojavila gosta sluz (Slika 8). Ta pojav je bil prisoten v večini ponovitev, vendar pa so bili 
tudi primeri pri gojenju, kjer sluzi ni bilo. Ko smo vzorce pregledali pod svetlobnim 
mikroskopom, nismo opazili prisotnosti drugih bakterij.  
 
Slika 8: Izgled sluzi na objektnem stekelcu (8A), na pleksi steklu (8C) in v mikrotitrski ploščici (8B) v gojišču 
BHI po 20 urah inkubacije pri 37 °C. Sluz se je pojavila v večini primerov že drugi dan gojenja (vendar ne 
nujno pri vsakem gojenju).  
 
Reološke lastnosti sluzi smo preverili na rotacijskem reometru. Rezultati so prikazani na 
Slikah 9 in 10.  
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Slika 9: Viskoznost sluzi (rdeča in zelena krivulja) v primerjavi z vodo (modra krivulja). Rdeča krivulja 
predstavlja izmerjeno viskoznost sluzi, ki je nastala po 2 dneh inkubacije, medtem ko zelena krivulja 
predstavlja izmerjeno viskoznost sluzi, ki je nastala po 5 dnevih inkubacije.  
 
 
Viskozna krivulja sluzi (Slika 9) kaže, da gre za zelo viskozno ne-Newtonovo tekočino, ki 
ima v primerjavi z vodo močno povečano viskoznost.  
Pri vzorcu s sluzjo se viskoznost s strižno hitrostjo manjša, kar kaže na pseudoplastično 
obnašanje (Mezger, 2014). Opazimo nekoliko drugačen naklon obeh krivulj, ki kaže, da se 
s staranjem pseudoplastičnost sluzi povečuje. Viskoznost pri mirovanju znaša po 2 dneh 
inkubacije več kot 0,1 Pa∙s pri strižni hitrosti 0,01 s-1 (rdeča krivulja), medtem ko po 5 dneh 
inkubacije doseže 0,7 Pa∙s (zelena krivulja).  
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Slika 10: Amplitudni test za sluz, ki se je pojavila po dveh dneh inkubacije. Določili smo elastični modul (G'), 
viskozni modul (G'') in faktor dušenja tan , ki je količnik med viskoznim in elastičnim modulom.  
 
 
Slika 10 prikazuje amplitudni test, kjer vidimo odziv viskoznega (G'') in elastičnega modula 
(G') v odvisnosti od strižne deformacije. Opazimo, da je v linearnem viskoelastičnem režimu 
prispevek elastičnega modula večji od viskoznega, kar kaže na prisotnost trdne gelaste 
strukture. Na grafu je razvidno manjšanje obeh modulov (material se začne lomiti) pri 
relativno majhnih strižnih deformacijah. Viskozni modulus se postopno niža že od začetka, 
medtem ko se elastični modulus začne manjšati pri 1 % deformaciji. Rušenje strukture gela 
se zaključi v točki, ko se krivulji prekrižata. To se zgodi pri dokaj visoki strižni deformaciji 
(316 %). Iz grafa je razvidno, da se tan  krivulji (razmerje med viskoznim in elastičnim 
doprinosom) na začetku zmanjšuje, nato pa se pri vrednosti strižne deformacije 0,9 % začne 
povečevati.  
 
4.4 RAZVOJ BIOFILMOV  
 
Biofilme smo gojili na različnih površinah (na navadnem objektnem steklu, na pleksi steklu, 
na modelu kanala in na dentinu). Nastanek biofilma, gojenega v gojišču BHI, smo spremljali 
po dnevih na makroskopskem in mikroskopskem nivoju. Pri tvorbi biofilma se je v večini 
poskusov že po drugem dnevu pojavila sluz nad površino, na kateri smo gojili biofilme, 
vendar ne nujno v vseh primerih. Ta pojav smo zasledili v večini primerov gojenja po 
drugem dnevu inkubacije v suspenziji. Ta sluz je plavala v tekočini in smo jo lahko ločili od 
tekočine in površine, na kateri je rastel biofilm. Glede na dobljene rezultate ne moremo 
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natančno opredeliti, zakaj v nekaterih primerih sluz ni nastala, saj izrazite korelacije s pogoji 
gojenja (temperatura, prostor, kisik, vlažnost, čas) nismo zaznali.   
 
4.4.1 Biofilmi, gojeni na objektnem steklu 
 
 
Slika 11: Izgled biofilma, gojenega v gojišču BHI na navadnem objektnem stekelcu po 1. dnevu inkubacije 
(11A), po 2. dnevu inkubacije (11B), 3. dnevu inkubacije (11C) in 5. dnevu inkubacije (11D). Celice so 
obarvane s kristal vijoličnim barvilom in smo jih opazovali s svetlobnim mikroskopom. 
 
 
Iz Slike 11 je razvidno, da so celice na objektnem steklu z daljšim časom inkubacije tvorile 
gostejše in debelejše biofilme. Po 24 urah inkubacije (slika 11A) so bili prisotni tanki 
biofilmi, celice so se med seboj povezale, vendar biofilm ne gre v višino, med 
mikrokolonijami je veliko nepokritega prostora. Biofilm je po 48 urah inkubacije (slika 11B) 
postal debelejši, še vedno vidimo veliko nepokritega prostora. Po 72 urah inkubacije (slika 
11C) vidimo, da je biofilm začel z rastjo v višino. Po 120 urah inkubacije (slika 11D) je 
biofilm v celoti prekril površino in postal debelejši. 
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4.4.2 Biofilmi, gojeni na pleksi steklu  
 
 
Slika 12: Izgled biofilma, gojenega v gojišču BHI na pleksi steklu po 1. dnevu inkubacije (12A), po 2. dnevu 
inkubacije (12B), 3. dnevu inkubacije (12C) in 5. dnevu inkubacije (12D). Celice so obarvane s kristal 
vijoličnim barvilom in smo jih opazovali s svetlobnim mikroskopom.  
 
 
V primerjavi z biofilmom, gojenim na objektnem stekelcu opazimo, da gre pri pleksi steklu 
za podobno dinamiko rasti celic in nastanka biofilma (Slika 12). Z daljšanjem časa 
inkubacije se veča pokritost površine in debelina biofilmov. Pokritost površine na navadnem 
objektnem steklu je bila po drugem dnevu inkubacije 49 % in se ni statistično razlikovala od 
pokritosti na pleksi steklu (51 %).  
 
4.4.3 Rast biofilma na modelu kanala  
 
Razvoj biofilmov smo spremljali tudi na modelu zobnega koreninskega kanala. Kanal smo 
pripravili iz objektnih ter krovnih stekel z namenom proučevanja rasti celic, nastanka 
biofilmov in spiranje celic iz kanala. Po vnosu prekonočne kulture in gojišča smo kanal na 
eni strani zaprli. Kot je prikazano na Sliki 13, smo na različnih predelih kanala (vrh, sredina, 
dno) posneli biofilme in izračunali pokritost površine.   
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Slika 13: Izgled biofilmov seva E. faecalis Symbioflor 1 po 2 dneh inkubacije v gojišču BHI v primeru modela 
zobnega kanala. Na sliki 13A vidimo dokaj enakomerno poselitev celic. Na sliki 13B pa so vidni tudi primeri, 
kjer se celice povežejo v skupke in niso enakomerno poseljene po celotni površini. Na sliki 13C zasledimo rast 
v defektih stekla (označeno s puščico), ki so nastali pri pripravi ali rezanju stekla. Na sliki 13D pa opazimo 
tudi celice, ki so tvorile debelejše biofilme. Celice smo opazovali z metodo DIC. 
 
 
Po 2 dneh inkubacije so celice bakterije E. faecalis Symbioflor 1 prerastle površino in tvorile 
skupke (slika 13A in 13B). Na nekaterih mestih je biofilm rastel znatno v višino (slika 13D). 
Celice pri razvoju biofilma zelo rade zaidejo v defekte na steklu, kar vidimo na sliki 13C. 
Defekt smo opredelili kot nepravilnost površine, ki je nastala zaradi poškodb pri rezanju in 
je predstavljala vidne navpične ravne reze v površini, ki so posledica rezila. Te anomalije v 
površini so predstavljale dobro mesto za pritrditev bakterij. Površinske napake v delih lahko 
odkrijemo z vizualnim pregledom ali v našem primeru z mikroskopom, kjer lahko vidimo še 
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manjše poškodbe površin. Na različnih delih kanala je nastal različen biofilm. Proti vrhu, 
kjer je bil odprt del in kamor smo bakterije dodali, vidimo enakomerno in gosto poselitev 
celic (slika 13A). V sredini kanala so se celice zbrale skupaj v skupke. Površina ni bila 
enakomerno pokrita (slika 13B).  
 
Biofilme, ki so nastali v modelu kanala, smo odstranjevali s spiranjem z natrijevim 
hipokloritom, ki je pogosta izbira raztopine za izpiranje. 5 % raztopino natrijevega 
hipoklorita smo za 1 minuto dodali v kanal in pogledali, kako odstrani biofilm iz kanala.  
 
 
Slika 14: Model kanala po spiranju s 5 % natrijevim hipokloritom. Slika 14A prikazuje gladko enakomerno 
poseljeno površino stekla pred spiranjem, slika 14B pa površino slike 14A po spiranju s 5 % raztopino 
natrijevega hipoklorita. Opazimo, da so se bakterije sprale v celoti, saj so na sliki le kapljice raztopine. Slika 
14C predstavlja s celicami poseljene defekte pred spiranjem, slika 14D pa defekte po spiranju s 5 % raztopino 
natrijevega hipoklorita. Opazimo še par skupkov celic, ki so ostali po spiranju v defektih (označeno s 
puščicami). Slike smo posneli z metodo DIC.  
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Na Sliki 14 vidimo, da 5 % natrijevega hipoklorita po 1 minuti delovanja zelo dobro odstrani 
biofilm. Na sliki 14A opazimo enakomerno poseljene celice po površini pred spiranjem. Na 
sliki 14B vidimo površino po spiranju, kjer so vidne le kapljice raztopine, kar nakazuje, da 
se je iz površine odstranil ves material. Pri biofilmih, ki so nastali na hrapavi površini v 
defektih na steklu (slika 14C) vidimo, da po spiranju v defektih še vedno opazimo nekaj 
celic (slika 14D). Iz rezultatov sklepamo, da hrapavost površine vpliva na spiranje celic. 
Pokritost zobnega kanala pred in po spiranju s 5 % raztopino natrijevega hipoklorita je 
prikazana v Preglednici 5. Pokritost površine z biofilmi pred in po spiranju je bila različna 
na površini z in brez defektov. Po spiranju je majhen, vendar značilen del hrapave površine 
ostal pokrit z mikroorganizmi.  
Preglednica 5: Primerjava pokritosti modela zobnega kanala pred in po spiranju z natrijevim hipokloritom. 
Testna površina Pokritost pred spiranjem (%)  Po spiranju (%) 
Kanal 38  ± 20 < 0,002 
Defekti 56 ± 17 0,19 ± 0,15 
 
 
4.4.4 Biofilmi na zobni površini 
 
Nastanek in spiranje biofilma smo spremljali tudi na površini rezine ekstrahiranega zoba. 
Biofilm smo gojili 2 dni v gojišču BHI. Pregledali smo različne predele površine zoba. 
Predvsem smo se osredotočili na območje dentina, pregledali pa smo tudi rast po ostalih 
predelih prečno rezanega zoba. Na Sliki 15 je shema rezine zoba, ki smo ga analizirali z 
mikroskopom.  
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Slika 15: Shema rezine zoba. Na sliki je označen s črko d dentin, s črko v pulni prekat in s črko e sklenina. Na 
shemi so s puščico označeni deli, ki smo jih analizirali pod mikroskopom v konfokalnem načinu z barvilom 
Syto 9 (Baker, 1892). 
 
 
 
Slika 16: Rast celic seva E faecalis Symbioflor 1 na površini zoba. Opazimo rast v vzdolžno prerezanih 
dentinskih kanalih in pa na sami površini zoba. Pri rezanju zoba predvidevamo, da je šlo tudi za rezanje 
dentinskih kanalov, tako da so bili le-ti odprti. Znotraj teh defektov so se naselile posamezne celice. Na sliki 
16A vidimo bakterijske celice, ki močno fluorescirajo v dentinskih kanalih, le-ti pa fluorescirajo manj 
intenzivno. Na sliki 16B vidimo različno gostoto bakterijskih celic znotraj kanalov in pa tudi na sami površini 
zoba. Celice smo opazovali v konfokalnem načinu z barvilom Syto 9.   
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Prisotnost bakterijskih celic smo določili s fluorescentno mikroskopijo po barvanju z 
barvilom Syto 9, ki ima visoko afiniteto za vezavo na DNA in RNA mrtvih in živih po Gramu 
pozitivnih in negativnih celic. Obarva se tudi material v dentinskih kanalih (slika 16A in 
16B), kar pa po vsej verjetnosti niso celice odontoblasti, saj se le te nahajajo bližje pulpnemu 
prekatu (Braanstrom in Garberoglio, 1972). Proti zunanjosti zoba teh celic ni več, obarva pa 
se neznan material, ki je prisoten na stenah kanala. Intenziteta fluorescence bakterijskih celic 
je bila bistveno večja od intenzitete dentina, kar je omogočalo določitev bakterijskih celic 
znotraj dentinskih kanalov. 
 
 
 
Slika 17: Rast celic in prisotnost biofilma na površini zoba. Na sliki 17A vidimo večjo gostoto mikrobnih celic 
proti robu zoba, kot pa proti notranjosti. Puščica ponazarja sklenino, notranjost zoba (dentin) pa ponazarja črka 
N. Na sliki 17B je označen biofilm, ki je nastal 4 μm nad dentinskimi kanali. Celice smo opazovali v 
konfokalnem načinu z barvilom Syto 9.   
 
 
Opazovali smo rast celic na površini zoba. Proti robu zoba (slika 17A), kjer površina ni 
ravna, je bila gostota celic velika. Celice so se lahko naselile v luknje, defekte, ki so nastali 
kot posledica rezanja same površine ali pa so že bili prisotni predhodno. Na sliki 17B pa 
opazimo rast biofilma na površini dentina. Površina zoba je bila večinsko pokrita z eno 
plastjo bakterij, ponekod pa sta prisotni dve plasti celic.  
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Slika 18: Prikaz celic E. faecalis Symbioflor 1 na površini zoba pred in po spiranju z natrijevim hipokloritom 
ter nenacepljena kontrola. Na sliki 18A je prikazana rast celic znotraj vzdolžno prerezanih dentinskih kanalov 
ter na preostali površini zoba. Na sliki 18B je prikazana površina zoba, kjer nismo nacepili prekonočne kulture 
(kontrola). Slika 18C predstavlja površino po spiranju z natrijevim hipokloritom, kjer opazimo, da ni več celic, 
ki bi pri istih pogojih mikroskopiranja bile vidne. Opazimo tudi spremembo v površini, ki je nastala kot 
posledica spiranja z natrijevim hipokloritom. Celice smo opazovali v konfokalnem načinu z barvilom Syto 9.   
 
 
Biofilme, nastale na površini zoba (slika 18A), smo spirali s 5 % natrijevim hipokloritom. 
Ugotovili smo, da je raztopina odstranila ves biofilm in učinkovito delovala že po kratki 
izpostavitvi. Učinkovitost odstranjevanja je bila v naših primerih 100 %. Ugotovili pa smo, 
da se je zobna površina po inkubaciji s 5 % natrijevim hipokloritom vidno spremenila. Ni 
bilo več vidnih dentinskih kanalov in celic (slika 18C). V primerjavi s sliko 18B, kjer 
opazujemo samo površino zoba brez nacepljene prekonočne kulture po spiranju opazimo 
spremenjeno homogeno površino, ki bi lahko bila posledica sproščenega materiala iz 
kanalov.   
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5 RAZPRAVA 
 
E. faecalis se lahko veže na stene zoba, se tam akumulira, tvori biofilme in postane odporen 
na odstranjevanje. Problem predstavlja, ker lahko zasede dentinske kanale in preko njih 
zaradi poškodb tkiva prodre v zobno pulpo, kjer pride do vnetja. V nalogi smo testirali sev 
E. faecalis Symbioflor 1, ki ga pogosto dodajajo v probiotike in predstavlja nepatogen sev 
E. faecalis. O tej bakteriji je znanih malo fizioloških dejstev, zato smo v nalogi opisali 
osnovne fiziološke lastnosti seva pri rasti v suspenziji.  
Sev raste tako pri stresanih kot nestresanih pogojih. Pri stresani kulturi zasledimo višji 
OD650, saj z mešanjem dosežemo konstantno mešanje hranil in s tem zagotavljanje 
ugodnejših pogojev za hitrejšo rast. Stresanje doprinese tudi h krajši lag fazi. Med testiranimi 
gojišči predstavlja gojišče BHI medij za najhitrejšo rast. To gojišče so najpogosteje 
uporabljali tudi v člankih (Dunavant in sod., 2006) in mnogih drugih razpravah (Yang in 
sod., 2018; Ó Cuiv in sod., 2018; Kumar in sod., 2018), kjer so se ukvarjali z bakterijo E. 
faecalis. Bakterija je rasla na vseh bogatih gojiščih, ki smo jih uporabili v nalogi, ni pa dobro 
rasla na minimalnem gojišču M9. Zanimiva je bila rast v gojišču z dodanim glicerolom. Tu 
pride do zakasnitve začetka celične rasti (podaljšana lag faza). Gojišče je bilo zaradi dodatka 
glicerola bolj viskozno in to bi lahko bil eden izmed razlogov, da je prišlo zaradi polimerov 
do omejene in s tem počasnejše difuzije snovi (hranil). Zamik je bil daljši pri pogojih brez 
stresanja kulture, kjer je prenos hranil do celic počasnejši.  
Bakterije se morajo v različnih okoljih, kjer rastejo, prilagoditi na kemijske in fizikalne 
spremembe okolja (temperatura, pH, slanost). Glede na dobljene podatke ugotavljamo, da 
ima E. faecalis Symbioflor 1 velik tolerančni razpon za okoljske dejavnike. Preživi lahko 
med 6 in 55 °C, pH med 5 in 12 in pri slanostih do 10 %, kar ga uvršča med halotolerantne 
bakterije. Primerjava s sevom E. faecalis JCM8728 (Nakajo in sod., 2006) (Preglednica 6) 
pokaže, da ima E. faecalis Symbioflor 1 podoben, vendar nekoliko širši razpon za rast, razen 
glede maksimalne temperature, ki je nekoliko nižja. 
 
Preglednica 6: Primerjava lastnosti med sevom E. faecalis JCM8728 in E. faecalis Symbioflor 1. 
Lastnosti  E. faecalis JCM8728 E. faecalis Symbioflor 1 
Optimalna temperatura za rast 37 °C 42 °C 
pH območje rasti 4,0–9,6 5,0–12,0 
Max slanost 6,5 % 10 % 
Temperatura preživetja Do 60 °C 6–55 °C 
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Glede na dobljene rezultate je E. faecalis Symbioflor 1 fakultativni anaerob, kar je lahko 
pomembno pri rasti v zobni pulpi oziroma zobnem kanalu. V okuženem zobnem kanalu 
lahko koncentracija kisika variira od visoke koncentracije do popolne odsotnosti kisika. 
Kisik je ekološki faktor, ki vpliva na anaerobno ali mikroaerofilno mikrobioto v zobnem 
kanalu (Chávez de Paz in sod., 2015).   
Pri gojenju E. faecalis Symbioflor 1 smo opazili, da se je občasno v tekočih kulturah pojavila 
zelo gosta sluz. Glede na reološke meritve gre za zelo viskozen material, z izrazito 
pseudoplastičnostjo. Sluz se obnaša viskoelastično z relativno visokim modulom 
elastičnosti. Razlogov za pojav sluzi je lahko več: prehod v stacionarno fazo, pomanjkanje 
hranil, sprememba koncentracije kisika. Pri stresanih pogojih se sluz ni pojavila. Biofilme 
smo gojili pri pogojih, kjer nismo stresali bakterij. Če ni stalnega mešanja, se lahko prične 
povečana sinteza polisaharidov. Sinteza polisaharidov je genetsko pogojena, vendar je 
odvisna od mnogih dejavnikov (vir ogljika, dušika, mineralnih soli, fermentacijskih pogojev 
(temperatura, pH, aeracije, mešanja). Vpliv kisika se lahko kaže v sintezi polisaharidov. 
Pomanjkanje kisika lahko izzove sintezo polisaharidov, kot odgovor celic na pomanjkanje 
(Kambourova in sod., 2016).  
Glavni namen te naloge je bil ugotoviti, ali E. faecalis Symbioflor 1 tvori biofilme na 
različnih površinah. Razvoj biofilmov smo spremljali na objektnem steklu, pleksi steklu, 
modelu kanala in na zobnih rezinah, pripravljenih na Stomatološki kliniki, Univerzitetnega 
kliničnega centra v Ljubljani (Center za zobne bolezni in endodontijo). Pokritost površine z 
biofilmom je bila podobna na steklu in pleksi steklu. Pleksi steklo je narejeno iz 
polimetilmetakrilata. Gre za termoplastični polimer, ki je material, relativno manj odporen 
na praske, zato prihaja do več defektov, v katere se lahko naseljujejo bakterije. Vendar pa 
razlika v pokritosti pleksistekla z biofilmom v primerjavi s steklom ni bila statistično 
značilna. Preverili smo tudi pokritost površine z biofilmom pri modelu kanala pred in po 
spiranju s 5 % raztopino natrijevega hipoklorita. Zanimivo je, da je bila na delih stekla, kjer 
so bili prisotni defekti, pokritost z biofilmom večja. Bakterije raje naselijo umetne defekte 
in jih je tudi težje odstraniti. Znana je pozitivna korelacija med hrapavostjo in adhezijo 
bakterij (De Medeiros Dantas in sod., 2016). Na samo adhezijo vplivajo poleg hrapavosti še 
hidrofobnost površine, lastnosti površinskega materiala in njegova sestava (Wassmann in 
sod., 2017). Po spiranju s 5 % raztopino natrijevega hipoklorita je na hrapavi površini ostalo 
nekaj celic, medtem ko je bila iz gladkih površin večina celic odstranjenih. Ti rezultati 
kažejo, da je odstranjevanje biofilma lahko različno iz gladkih površin in površin z defekti.  
Spremljali smo tudi rast celic in nastanek biofilmov na rezinah ekstrahiranega zoba. 
Predvsem smo se osredotočili na območje dentina, pregledali pa smo tudi rast po ostalih 
delih zoba. Zdravo tkivo dentina je odporno proti mikrobni okužbi, tako da v pulpi normalno 
ni bakterij. Šele spremembe v dentinskih kanalih so lahko vzrok za rast mikroorganizmov v 
dentinu in vdor skozi tubule v zobno pulpo (Dragaš, 1996). Dentinski kanali so zaradi 
dimenzij primerno mesto za rast mikrobov in nastanek biofilmov. V svojih eksperimentih 
smo potrdili prisotnost mikrobov znotraj vzdolžno prerezanih dentinskih kanalov, ki so 
Hudej L. Preučevanje biofilma bakterije Enterococcus faecalis Symbioflor 1 na modelnih zobnih površinah.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
36 
predstavljali mikrobom del lahko dostopne površine. V nekaterih primerih pa je nastal tudi 
debelejši biofilm, pritrjen na površino zoba. Pregledali smo celotno rezino zoba in največja 
gostota je bila proti zunanjosti zoba, verjetno zaradi večje difuzije hranil in plinov. Zanimalo 
nas je, kako učinkovita je kemijska metoda spiranja biofilmov z natrijevim hipokloritom. V 
zobozdravstvu se uporabljajo koncentracije med 1 in 6 % natrijevega hipoklorita. Mi smo 
uporabili spiranje s 5 % raztopino za 1 minuto. Ugotovili smo, da je raztopina odstranila 
večino biofilma celic seva E. faecalis Symbioflor 1 in učinkovito delovala že po kratki 
izpostavitvi, pri tem pa se je površina vidno spremenila. Po spiranju namreč ni bilo več 
vidnih fluorescenčno obarvanih dentinskih kanalov, homogenost površine se je povečala. 
Znižala se je tudi fluorescenca zobne površine, kar nakazuje na odsotnost nukleinskih kislin 
in materiala, ki bi lahko povečeval kvantni donos barvila Syto 9, kar je v skladu z glavnim 
namenom natrijevega hipoklorita – odstranitev organskega materiala. Lahko bi prišlo tudi 
do oslabitve materiala, saj natrijev hipoklorit razgradi peptidne vezi v kolagenu, kar vpliva 
na lastnosti površine (Samec in Jan, 2015). Učinkovitost odstranjevanja mikrobnih celic je 
bila sicer 100 %.  
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6 SKLEPI 
 
- Sev E. faecalis Symbioflor 1 ima zelo širok razpon rasti glede temperature, soli in pH.  
 
- Sev E. faecalis Symbioflor 1 lahko tvori biofilme na različnih površinah (navadno objektno 
steklo, pleksi steklo, dentin).  
- Defekti na površini (steklo, zob) predstavljajo dobro začetno mesto za nastanek biofilma, 
iz takih površin je težje v celoti odstraniti bakterije.   
- 5 % natrijev hipoklorit deluje učinkovito pri odstranitvi biofilmov E. faecalis Symbioflor 
1 z različnih površin, vključno s površine zoba, kjer pa spremeni strukturo površine.    
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7 POVZETEK  
 
E. faecalis spada med fakultativno anaerobne mikroorganizme in je pogost vzrok 
endodontskih vnetij. Ker lahko doseže zobne kanale, pogosto povzroča apikalni 
periodontitits in je izoliran v 23–70 % in pogosto kot monokultura. Mikroorganizem ima 
visoko antimikrobno rezistenco in zato lahko zavzame okolje in preživi v širokem razponu 
okoljskih dejavnikov. E. faecalis se lahko veže na stene zoba, se tam akumulira, tvori 
biofilme in s tem postane še bolj odporen. Problem predstavlja, ker lahko zasede dentinske 
kanale in preko njih zaradi poškodb tkiva prodre v zobno pulpo, kjer pride do vnetja.  
V magistrski nalogi smo testirali nepatogen sev E. faecalis Symbioflor 1, ki ga pogosto 
dodajajo v probiotike. Preverili smo optimalne dejavnike za planktonsko rast (temperaturo, 
pH, kisik, vir ogljika). Ugotovili smo, da raste v zelo širokem temperaturnem razponu 
(preživi pri 6 °C in vse do 55 °C). Njegova optimalna temperatura za rast je 42 °C, torej je 
ustna votlina primerno okolje za rast. Raste tudi v zelo širokem razponu pH in sicer med 5 
in 12. Je fakultativen anaerob in dobro uspeva tudi v okolju brez kisika. Ugotovili smo, da 
najbolje uspeva v bogatem gojišču BHI, zato smo to gojišče uporabljali za nadaljnje teste.  
 
Preverili pa smo tudi, kako vplivajo različne površine na nastanek biofilma seva E. faecalis 
Symbioflor 1. Biofilm se je tvoril na vseh površinah že po 24 h inkubacije. Če smo inkubirali 
dlje, se je biofilm povečal in zrastel v več plasteh, vendar pa v nobenem primeru ni šlo za 
zelo debel biofilm, saj je bilo v večini primerov okoli 1–3 plasti celic in le redko več. Biofilm 
je zrasel na vseh testiranih površinah (navadno objektno steklo, pleksi steklo in dentin). 
Rezina zoba predstavlja hrapavo površino, na kateri so bakterijske celice zrastle po celotni 
površini rezine zoba in se ujele tudi v dentinske kanale, ki so bili najverjetneje zaradi rezanja 
zoba odprti in so tako predstavljali odlično začetno mesto za nastanek biofilmov. Prav tako 
je bilo več celic proti zunanjosti zoba, kjer je večja difuzija hranil in kisika kot proti 
notranjosti.  
V magistrski nalogi smo primerjali površine z biofilmi pred in po spiranju s 5 % raztopino 
natrijevega hipoklorita. To je raztopina, s katero odstranimo organski del in ima odlično 
protimikrobno aktivnost. Gre za zelo močno bazo, toksičnost raztopine je sorazmerna s 
koncentracijo. V zobozdravstvu se uporablja med 1–6 %.  
V nalogi smo spirali model zobnega kanala in površino zoba. Najprej smo površine sprali s 
sterilno fiziološko raztopino, da smo odstranili ostanke gojišča in pa nevezane bakterije. 
Nato smo dodali 5 % raztopino natrijevega hipoklorita za 1 minuto in spremljali 
učinkovitost. Pri modelu zobnega kanala, kjer gre za ravno površino, so se sprale v večini 
vse celice, ostalo je le par celic v defektih. Ti defekti so lahko posledica rezanja stekla.  
Dentin vsebuje kolagen tipa I, ki pomaga pri njegovi mehanski lastnosti. Raztopina 
natrijevega hipoklorita lahko razgradi peptidne vezi in s tem v celoti spremeni lastnosti 
dentina (Oyarzun in sod., 2002). Po 1 minuti spiranja se je površina spremenila. Bakterijskih 
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celic ni bilo več, ostal je le spremenjen material. Natrijev hipoklorit lahko prodira v 
dentinske kanale, globoke od 77 do 300 µm. Na globino prodiranja pa vpliva čas, 
koncentracija in temperatura (Zou in sod., 2010).  
E. faecalis Symbioflor 1 je za raziskovanje biofilmov zanimiva modelna bakterija, saj je 
dobro prilagojena na okoljske dejavnike, tvori biofilme na različnih površinah, vključno s 
površino zoba in dentinskih kanalov in ni patogena, kar je s stališča raziskovanja zelo 
pomembno.   
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